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Ni^tel zur Therapie von Tunoren und anderen Hyperplasien 
B schreibung 

Die Erf indung betrif ft ein Mittel zur Therapie von Tumoren und 
anderen Hyperplasien. Anwendungsgebiete der Erf indung sind die 
Medizin und die pharmazeutische Industrie. 

Es exist iert bereits eine Vielzahl von Mitteln gegen Tumor- 
wachstum und Hyperplasien, wobei es sich in der Regel um 
Substanzen handelt, die in irgendeiner Weise in den Zellstoff- 
wechsel eingreifen und Tumorzellen mehr Oder weniger selektiv 
abtdten. Diese sogenannten Chemotherapeutika haben sich bei 
einigen wenigen Tumorkrankheiten, wie z.B. Leuklinien, als 
besonders wirksam erwiesen, sind aber bei den laeisten TxuDor- 
erkrankungen nur unbef riedigend wirksam und mit zu vielen 
Neben- 

wirkungen behaftet. Das Konzept der Gentherapie hat in den 
letzten 5 Jahren die Strategien zur Tumor therapie revolu- 
tioniert* Mit Genen und deren Produkten einen selektiven 
Effekt auf das Wachstum von Tumoren aber auch anderen 
Hyperplasien, wie z.B. der Gef afimuskelzellprolif eration nach 
Verletzxing durch Kathedereingrif f e, auszuuben, ist das Ziel 
dieser Strategien. 

Eine bereits erfolgreich umgesetzte Strategie besteht in der 
selektiven Abt5tung prolif erierender Zellen durch Einbringen 
eines Gens, dessen Produkt (Enzym) ein zunachst ungiftiges 
Chemotherapeutlkum in ein Produkt umwandelt, das selektiv 
toxisch auf Tumorzellen wirkt. (Hoolten, F.L. et al. /1990/ 
Human Gene Therapy l, 125-134 ;Culver, K.W. et al. /1992/ 
Science 256, 1550-1552) 

Die Gene, welche hierf^r Anwendung finden, sind das Thymidine 
kinase (tk)-Gen von Herpes simplex Viren sowie das bakterielle 
Cytosin-Desamin Gen. Die Thymidinkinase wandelt das Nukleosid 
Ganciclovir in das toxische Triphosphat um, welches nach 
Einbau in di DNA replizierender Zellen zum Kettenabbruch und 
damit zum Zel Itod f ilhrt . D r grofle Vortei 1 dieser Methode 
gegenuber der klassischen Chemotherapie besteht in der 



wo 96/27008 



2 



PCT/DE96/00351 



Selektivitat des toxischen Effekts. Dabei ist es nicht 
erforderlich, daB alle Tumorz lien mit dem tk Gen transduziert 
werd n, da das Ganciclovir fiber sogenannt "gap junctions" an 
benachbarte Z 11 n w it rgegeben wird, aber nur wachsende 
Zellen vergiften kann. Dieser Effekt wird "bystander" genannt 
(Ram^ Z. et al. /1993/ Cancer Res. 53, 83-88 )• 

Es hat sich aber gezeigt, dafl eine grSBere Zahl von Tumoren 
resistent gegentkber dem "bystander" Effekt ist. Oarfiber hinaus 
ist die ToxizitSt des Ganciclovir fQr den Patienten nicht zu 
untersch&tzen» Daher wird intensiv nach alternativen Gen- 
therapie-strategien fUr die Tumortherapie gesucht. 

Ein kQrzlich beschrittener Weg basiert auf der Einfiihrung so- 
genannter Ttmorsuppressoren in die prolif erierenden Zellen mit 
Hilfe effektiver viraler vektoren (Bacchetti, S. und Graham, 
F.L. /1993/ Int, J. Oncol. 3, 781-788; Zhang, W.W. et al. 
/1994/ Cancer Gene Therapy 1, 5-13). 

Die beiden bisher verwendeten Tumorsuppressoren sind das p53- 
Gen und das Rb-Gen. Beide kodieren Repressoren der 
Zellteilung. Ihr Henuaeffekt auf die Zellteilung ist aber nur 
bei solchen Tumoren zu erreichen, die einen Defekt in den 
endogenen Tumorsuppressoren aufweisen. Dies sind beim Rb-Gen 
etwa 15% und beim p53-Gen etwa 50%. 

Dabei sind Punktmutanten des R58 dominant gegenQber dem 
Normalprotein, d.h. in Tumorzellen muB wesentlich mehr Protein 
vom eingebrachten Normalgen exprimiert werden als vom 
endogenen Mutantengen, um einen Hemmeffekt zu erzielen. 

Die Zelltei lungs f or schung hat in den letzten Jahren zur Ent- 
deckung zahlreicher positiver und negativer Regulatoren der 
Zellteiliing geftUirt. Positive Regulatoren sind die sogenannten 
Cykline und die mit ihnen komplexierten Cyklin-abhangigen 
Kinas n (cdK); negative Regulator n sind die Kinase- 
Inhibitoren (Sh rr, C.J. /1994/ Cell 79, 551-555). 
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Die Erfindung hat das Ziel, ein neues Mlttel zur Therapie von 
Tumoren und ander n Hyperplasien bereitzustellen. Ihr li gt 
die Aufgabe zugrunde, ein Mlttel zu entwlckeln, daB das 
TeilungswachstuB von Tumoren oder anderen hyperplastischen 
Zellen heimnt. 

Die Erfindung wird genSfi Anspruch 1 realisiert, die Unter* 
ansprilche sind Vorzugsvarianten* Das erf indungsgemafie Mlttel 
ist dadurch gekennzelchnet , daB es 

- ein mit dem Tumorsuppressor Rb kooperlerendes 

Tumorsuppressorgen , 

- eine antisense- Oder Ribozym-^Sequenz gegen antagonlstische 

Kinasen bzw» Cycllne oder 

- eine andere die Phosphorylierung des Rb-Proteins heminende 

substanz enth&lt. 

Das Wesen des Hlttels besteht darln, daB ein Gen, welches f Or 
die Bildung eines cdK- Inhibitors kodiert, oder eine antisense- 
Sequenz bzw. ein Ribozym gegen eine mRNA fOr ein Gl*Phase-spe- 
zifisches Cyklin Oder eine cdK in einem geeigneten Vektor 
klomiert vorliegt und fiir den Gentransfer in Timor zellen oder 
andere hyperplastische Zellen eingesetzt wird. Als Vektoren 
finden bevorzugt solche Verwendung, die eine I00%ige Infektion 
des Zielgewebes erlauben. Solche Vektoren sind zvm Beispiel 
vom Adenovirus abgeleitet und durch Verwendung eines 
geeigneten Promoters spezifisch fOr das Tumorgewebe. 

Bevorzugte kooperierende Tumorsuppressorgene sind MTS-1 (pl6) 
und MTS-2 (pl5). 

Im Palle des Einsatzes von antisense* oder Ribozym-*Sequenzen 
werden bevorzugt solche Sequenzen gew&hlt, die gegen die mRMA 
der Kinasen cdk2, cdk4, cdk5 oder cdk6 bzw. der Cycllne Dl, 
D2, D3 Oder E gerichtet ist. Die Erfindung umfaBt auch 
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Sequenz n, die gegen die Promotoren der cdks Oder von Cyclinen 
gericht t ist. 

Im Palle void phosphorylierungshenoBenden Substanzen konaaen vor- 
zugsweise solche z\m Einsatz, die spezifisch die Kioasen cdk4 
Oder cdk6 hemmen. 

Die antisense- Oder Ribozymsequenz wird qem&B der Erfindung 
be- 

vorzugt synthetisch hergestellt und als Oligonukleotid ein- 
gesetzt. 

Besonders bevorzugt sind die antisense-Sequenzen 

- gegen die loRNA von cdk2 der Bausteinreihenf olge 5' 
GAAGTTCTCCATGAAG 3', 

- gegen die mRNA von cdk4 der Bausteinreihenf olge 5' 

CTCACCATGTGACC 3 ' , 

- gegen die loRNA von cdk6 der Bausteinreihenf olge 5' 
CCGTCCTTCTCCATG 3', 

- gegen die mRNA von Cyclin Dl der Bausteinreihenf olge 5' 
AGGAGCTGGTCTTCCATG 3', 

- gegen die mRNA von Cyclin D2 der Bausteinreihenf olge 5^ 
TGGCACAGCAGCTCCATG 3', 

- gegen die i&RNA von Cyclin D3 der Bausteinreihenf olge 5' 
AACACAGCAGCTCCATAC 3' und 

- gegen die mRNA von Cyclin E der Bausteinreihenf olge 5' 
CCGCTCCTTCGCATC 3', 

Eine weiter bevorzugte AusfiUunmgsfom der Erfindung besteht 
in der Konbination eines mit dem Tumorsuppressor Rb 
kooperierenden Tumorsuppressorgens , einer antisense^ Oder 
Ribozym-Sequenz gegen antagonistische Kinasen bzw. Cycllne 
bzw« einer anderen die Phosphorylierxmg des Rb-Proteins 
hemmenden Substanz mit dem p53-Gen. Dadurch wird neben dem 
cytostatisch n Ef f kt auch eine weitgehend AbtOtung der 
Tumor zell n rreicht. 

Besonders bevorzugt ist die Kombination des koperierenden 
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Tumorsuppressorgens MTS-1 (pl6)init dem p53-Gen. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch AusfOhrungsbeispiele 
naher erldutert werden. 



Beispiele 

it expression von antisenae - RKA a eaen Cvclin m 

Die komplette cDNA des himanen Cyclin Dl-Gens wird in 
antisense-Orientierung hinter den CMV-Promoter in pX kloniert. 
Diese Rekombinante wird in verschiedene Tumorzellinien 
transf iziert, und zwar zusanuoen mit dem Markergen CD20. Nach 
48 Std. werden die Zellen durch Tryspinierung von den 
Kulturschalen abgeldst und im Fluoreszenz-aktivierten 
Zellsortierer nach 2 Parametern analysiert: 

1. Prasenz von CD20 (zeigt erfolgreich transf izierte Zellen 
an; 

2. DNA-Profil ( Phasen vert ei lung ) . 

Ein typisches Ergebnis ist in Tabelle 1 dargestellt: 



Tabt li Kontrollsektor antisense m 

Zellinig gi s qzjm gi s 





















SaOS-2 


(Rb 


) 


51 


31 


18 


52 


32 


16 


BT549 


(Rb 


) 


51 


36 


13 


56 


32 


12 


U205 


(RB 


) 


50 


37 


13 


84 


16 


0 


MCP-7 


(Rb 


) 


58 


29 


13 


92 


8 


0 


SK-LHS-1 


(Rb 


) 


56 


30 


14 


82 


18 


0 



Das Ergebnis zeigt indeutig einen herunenden Effekt der 
antisense-Dl-Konstruktion auf den Obergang der Zellen in die 
S-Phase^ allerdings nur in Rb-positiven Zellen, was darauf 
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hindeut t, daB Cyclin Dl die Prasenz von Rb benotigt, um seine 
stimmulierend Wirkung auf die Zellteilimg auszuOben. 

2. ■Pransf er des pl6-Ccns in Tuaorzellen 

Die cDNA fur pl6 wird hinter den CMV-Promoter in pX kloniert. 
Die resultierende Rekombinante wird in verschiedene 
Tumorzellinien zusammen mit dem CD20-Gen transf iziert. Nach 48 
Std. werden die Zellen iia FACS auf CD20-Expression selektiert 
und das DNA-Profil auf genommen . Bin typisches Ergebnis ist in 
Abbildung 1 dargestellt. Das Ergebnis zeigt einen eindeutigen 
Hemiaeffekt auf den Obergang in die S-Phase bei Rb-positiven 
Zellen unter Verwendung des nonaalen pl6-Gens. Bin als 
Kontrolle dienendes mutiertes pl6-Gen, das aus einer 
Tumorlinie isoliert wurde, hatte dagegen keinen Hemnief fekt . 

3. Transfer des pl6^>Gens d iirch einen Adenovirusrektor 

Die cDNA des humanen pl6-Gens wird unter Kontrolle des CMV- 
Promoters in das Adenovirus-Transf erplasinid p ElsplA klo- 
niert. Dieses Plasmid wird geneinsani ©it dem Helf erplasmid 
pJM17 durch Ca**-Koprazipitation in HEK 293~Zellen 
transf iziert. Durch homologe Rekombination zwischen beiden 
Plasmiden ent-stehende El-def iziente Viren werden Plaque- 
gereinigt und durch PCR-Amplif ikation und Restriktaseverdau 
iiberprOft. Nach Vermehrung auf HEK 293-Zellen wird ein 
gereinigter Virusstock durch Auftrennxmg des Zelllysates im 
CsCla-Gradienten gewonnen* Der Virusstock wird mittels 
Plaqueassay getitert. Fiir verschiedene Txmorzellinien wird die 
effektive Virusmenge/Zelle (MOI) durch Infektion mit einem B- 
Galaktosidase-exprimierenden Adenovirus und histochemischen 
Nachweis des Enzyms bestimmt* 

Die Tumorzellinien Hu El, Lovo, MCF7 (pl6-) sowie H pG2, BT 
549 und C33A (pl6+) werden mit Ad pl6 bzw. Ad Bgal infiziert 
und pl6 im W stemblot nachgewi s n* Die virusvermittelte pie- 
Expression Obersteigt das endogene Niveau in H pG2^ BT 549 und 
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C33A-Z 11 n mind stens 5fach. Die Expression von pi6 
verhindert eine Anreicherung der phosphorylierten Form von Rb. 
(Abb. 2) 

Die Infektion mit Ad pl6 bewirkt in Zellen mit funktionellen 
Rb einen Wachstumsstop, wfihrend die Infektion mit hd Bgal nur 
zu einer Verlangsamung des Zellzyklus fiihrt. Bei der Analyse 
des DNA-Profils im FACS ist in Rb positiven Zellen eine 
Hemmung beim Obergang in die S-Phase zu verzeichnen (Abb. 3). 
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Patentansprflche 

1. Mittel 2ur Therapie von Tumoren und anderen Hyperplaslen, 
gekennzeichnet dadurch, daB es ein mit dem Tumorsuppressor Rb 
kooperierendes Tumorsuppressorgen ^ eine antisense- Oder 
Ribozyia-Sequenz gegen antagonist ische Kinasen bzw. Cycline 
Oder eine andere die Phosphorylierung des Rb-Proteins henunende 
Substanz enthfilt* 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
kooperierende Tvmorsuppressorgen MTS-1 (pl6) ist. 

3. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
kooperierende Tumorsuppressorgen MTS-2 (pi 5) ist. 

4* Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
antisense- oder Ribozym-Seguenz gegen die mRNA der Kinasen 
cdk2, cdk4, cdk5 oder cdk6 gerichtet ist. 

5« Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
antisense- oder Ribozym-Seguenz gegen die loRNA der Cycline Dl, 
D2, D3 Oder E gerichtet ist* 

6. Mittel nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet, daB die 
antisense-Seguenz gegen die Promotoren der cdks Oder Cycline 
gerichtet ist. 

7. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
phosphorylierungshemmende Substanz spezifisch die Kinasen cdk4 
Oder cdk6 hemmt. 

8. Mittel nach Anspruch 1 und 2 bzw. 2, dadurch 
g keimzeichnet, dafi die cDNA fiir pl6 bzw. pi 5 mit einen 
Promoter in ein m geeigneten Vektor vorliegt. 
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9. Mittel nach Anspruch 1 und 4 bzw. 5, dadurch 
g kennzeichnet, daB die antis nse- oder Ribozymsequenz als DNA 
in einem Expressionsvektor vorliegt. 

10. Mittel nach Anspruch l und 4 bzw. 5, dadurch 
gekennzeichnet , daB die antisense- oder Ribozymsequenz 
synthetisch hergestellt und als Oligonukleotid eingesetzt 
wird. 

11. Mittel nach Anspruch 1, 4 und 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die antisense-Sequenz gegen die idRNA von cdk2 die 
Bausteinreihenfolge 5 GAAGTTCTCCATGAAG 3' aufweist. 

12. Mittel nach Anspruch 1, 4 und 10, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die antisense-Sequenz gegen die nRNA von cdk4 die 
Bausteinreihenfolge 5 CTCACCATGTGACC 3' aufweist. 

13. Mittel nach Anspruch 1, 4 und lo, dadurch gekennzeichnet, 
daB die antisense-Sequenz gegen die nRNA von cdk6 die 
Bausteinreihenfolge 5 CCGTCCTTCTCCATG 3' aufweist. 

14. Mittel nach Anspruch l, 5 und lo, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die antisense-Sequenz gegen die nRNA von Cyclin Dl die 
Bausteinreihenfolge 5 AGGAGCTGGTCTTCCATG 3' aufweist. 

15. Mittel nach Anspruch l, 5 und 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die antisense-Sequenz gegen die nRNA von Cyclin D2 die 
Bausteinreihenfolge 5 TGGCACAGCAGCTCCATG 3' aufweist. 

16. Mittel nach Anspruch 1, 5 und 10, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die antisense-Sequenz gegen die mRNA von Cyclin D3 die 
Bausteinreihenfolge 5 AACACAGCAGCTCCATAC 3' aufweist. 

17. Mittel nach Anspruch 1, 5 und 10, dadurch g kennzeichnet, 
dafl die antisense-S quenz gegen die mRNA von Cyclin E die 
Baust inr ih nfolge 5 CCGCTCCTTCGCATC 3* aufweist. 



wo 96/27008 



PCT/DE96/00351 



10 



18. Mittel nach Anspruch 1 bis 7^ dadurch gekennzeichnet , daB 
es ein mit dem Tumorsuppressor Rb kooperierendes Tumor- 
suppressorgen, eine antisense- Oder Ribozyxn-Seqiienz gegen 
antagonistische Kinasen bzw, Cycline oder eine andere die 
Phosphorylierung des Rb-Proteins hemroende Subs t an z in 
Kombination nit dem p53-6en enthSlt* 

19* Mittel nach Anspruch 1 und 18^ dadurch gekennzeichnet , daB 
es das kooperierende Tumorsuppressorgen MTS-l (pl6) in 
KoiAbination mit den p53-6en enthalt. 
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WO 96 03875 A (UNIV EMORY) 15 February 
1996 
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see claims 16-21 
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NATURE, (1995 JUN 8) 375 (6531) 503-6, 
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LUKAS, J. ET AL.: 

• Ret i nobl as toma-protei n-dependent 

cell-cycle inhibition by the tumour 

suppressor pl6." 

see the whole document 


1.2 
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EMBO JOURNAL, (1995 FEB 1) 14 (3) 503-11., 
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PARRY, D. ET AL.: "Lack of cyclin D-Cdk 
complexes in Rb -negative cells correlates 
with high levels of pl6INK4 / MTSl tumour 
suppressor gene product." 
see the whole document 


1.2,7,8 
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CANCER RESEARCH, (1995 FEB 1) 55 (3) 
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SHAPIRO, 6. ETAL.: "Reciprocal Rb 
inactivation and pl6INK4 expression in 
primary lung cancers and cell lines." 
see the whole document 
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INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY, 

vol. 3, no. 5, November 1993, 

pages 781-788, XP000576129 

BACCHEHI, S. & GRAHAM, F.: "Inhibition 

of cell proliferation by an adenovirus 

vector expressing human wild type p53 

protein" 

cited in the application 

WO 93 20691 A (TYKOCINSKI MARK L ;ILAN 
JOSEPH (US)) 28 October 1993 

MOLECUUR CARCINOGENESIS 16 (1). 1996. 
53-60, XP000576136 

SPILLARE, E. ET AL.: "Suppression of 
growth in vitro and tuniorigenicity in vivo 
of human carcinoma cell lines by 
transfected pl6-INK4." 
see the whole document 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This intemational search report has not been establ ished in respect of carta in claims under Article 17(2)(a) for the following reasons: 
1. j I Claims Nos.: 

*— ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. rn Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful intemational search can be carried out, specifically: 



3. j j Claims Nosj 

■ because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Box II Observatioiis where unity of invention Is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 
Ibis Intemational Searching Authority found multiple inventions in this intemational application, as follows: 

- 4 inventions 



- see further information PCT/ISA/210 



1, I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers all 

searchable claims. 

2, I I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3, I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international seardi report 

covers only those claims for wfaidi fees w^e paid, specifically claims Nos j 



4. I ^1 No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this intemational search report is 
*— ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 

2,3.8,19 (in full) and 1,7,18 (in part) 

Remark on Protest j | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 

[ [ No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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1 . Claims 2-3, 8, 1 9 (in full) and 1 , 7, 1 8 (in part): 

therapeutic agent to treat tumors and other hyperplasia, 
containing an Rb-cooperative tumor suppressor gene. 

2. Claims 4, 1 1-13 (in full) and 1, 6, 9-10, 18 (in part): 

therapeutic agent to treat tumors and other hyperplasia, 
containing an antisense or ribozyme sequence against 
antagonistic kinases. 

3. Claims 5, 14-17 (in full) and 1, 6, 9-10, 18 (in part): 

therapeutic agent to treat tumors and other hyperplasia, 
containing an antisense and ribozyme sequence against 
antagonistic cyclins. 

4. Claims 1, 7, 1 8 (all in part): 

therapeutic agent to treat tumors and other hyperplasia, 
containing an Rb phosphorylation-inhibiting substance 
(where not belonging to one of the other invention groups 1- 
3). 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inten) nalcs Aktcnzcichen 

PCT/DE 95/GG351 



A. KLA5SIFIZIERUNG DES ANMELOIJNGSGECENSTANDES 

IPK 6 C12N15/12 C12M15/11 CG7KU/82 
A61K38/17 C07HZl/e0 
//A61K48/0O 

Nach der tnterriatioDalen PatenOdasafitation (tPK) odg nach ikr nationalcn KiasriGkation und dcr IPK 



C07K14/47 A61K31/70 



B. RECHERCHIERTE GE6IETE 



Recherchieitcr Mindestpnifstoff (Klassilikationssysccni md Klassifikationssymbcdc ) 

IPK 6 C12M A61K C07H C07K 



Rechcrchitfte abcr nicht zum Mindesiiinilstorr cchdrende Vcr6ffcntltchungcn, sowcit dicsc unter die rcchcrcfaicrten Gcfaiete fallen 



Wahnnd dcr intemationaSea Recbercbe konsulticrte defctroniscbe Oatcnbank (Name der Datenbanic und cvO. verwcndetc SucbbegriCrc) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTBRLAGEN 



Kategoric* Bezeidmimg der VerofTcntlicfaunfr sowdt eifordcrlich unter Angabe der in Bdracht kotmnendcn Tele 



Bctr. Ansprudi Nr. 



MATURE. 

Bd. 371, 15. September 1994, LONDON GB, 

Seiten 257-261, XP002008793 

HANNON, G. & BEACH, D.: "plSINKAB is a 

potential effector of TGF-beta- induced 

cell cycle arrest" 

siehe das ganze Dokument 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

Bd. 91, Juni 1994, WASHINGTON US, 
Seiten 5320-5324, XPee2008794 
SLEBOS, R. ET AL.: "p53-dependent 61 
arrest involves pRB-related proteins and 
is disrupted by the human papillomavirus 
16 E7 oncoprotein" 
siehe das ganze Dokument 

-/-- 



1-3,7,8 



18,19 
18.19 



Wettcre Vcroflcntlichunsea sind der Fottsetzimg von Fcld C zu 
cntndu&cn 



0 



Sicbe Anba&g PatcntlazmUe 



* Besondere Kategoricn vcn aagesebencn VodfTcttllicbung^ : 

'A* Veidffettdichiin^ die den aUgcmdncn Stand der Tcchmk defintcit 
abcr mdu ab bcsondeis bedeutsam aimiseben ist 

HE' altera DohoiWQtt das jedocfacrtf am Oder oacbdcminiemsti^^ 
Amnddedatiim vauflcntlidit worden ist 

*L* VGrdfTenttidiun^ die ncignet is^ cinen Priohtatsaaspnttfa xwdfidhalt cr- 
scheoen zu Lassm, oder mrxh die das Ver6lfcptlichiingidanjra emer 
andcroi im Rccfaercbenbciicfat genanntcii VerofTentUc&mg bdegjt wcnten 
soQ Oder die zm eincm anderen besoaderen Giusd angegebca ist(wie 
amgdtihst) 

*0* VcroffcatUcfaunf, diesichauf cattcmOndltchcOflcnbaxuDg^ 

dfte BcROlziing^ cue Ausstdltmg oder andcre MaSnahmcn bezidit 

"P" VcrdfTenttidumfc die vor dcm inteniattonaloi Anmefdedaluni, abcr nach 
dem beaaspnxcbten Prioritatsdatum verofCmtlicht worden ist 



T Spaicre Ycrdficiitlicfauiig, die nach dem intcmationalco Anmddedatum 
Oder dem Priorifitsdabtm vcrdffenOicitt worden ist und mit dcr 
Anmeldung nidiA kolUdiat, sondemnur zumVentambns des dcr 
Erfindung zugnrndeUegcnden Priozips oder dcr ifar zagnmddicgiccdea 
Thcotie angegebenist 

"X* VdonaHUcbimg von besondcrcr Bcdeutung; die b ca nsproc ht c Eifindong 
kann allein aufgnmd dicscr Vcrofliatlichung mcht als ueu odcr auf 
crfindcDScbcr Tatis^cit bcmhcad bctracfattt werdm 

*Y* Vei6flaitliclmagvonbesoiMleicrBedeiAnig; die beanspnacfate ErfindUttg 
kann nicbt als ^ efficderiscfacr Tld^^tbaubend bctracfatct 
weide&t wenn die Veroflendtdtung imteiner odcr mehmen andetrn 
VcrtfliBitticbun«en dieser Katcme in Vertrinduna jjebracht wird und 
dicse Vcrbimlung fur cinca Fachmaan Dahdiegand ist 

*&* Veroffentlicbung» die Mitj^ dcrscttxn Patcntfamilie ist 
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Name und Postanschrift der bitoitationale 1 
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Inter nales Alctcnzcichen 
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C^ortsctzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


ICategarie* 


Bczctchnung der VerofTcntlicfaung, sowot erfoitScrlich unter Angabc der in Betracht kommcndcn Tcile 


Btxr. Anspruch Nr. 


X 


NATURE, 

Bd. 366, le.Dezember 1993, LONDON GB, 
Seiten 704-707, XPeO2008795 
SERRANO, M. ET AL. : "A new regulatory 
motif in cell-cycle control causing 
specific inhibition of cyclin D/CDKA" 
siehe das ganze Dokument 


l»Z,/,o 


P.X 


WO 96 03875 A (UNIV EMORY) 15.Februar 1996 
siehe Beispiele 6-8 
siehe Anspruche 16-21 


1.2.8 


P.X 


WO 95 28483 A (COLD SPRING HARBOR LAB) 
26.0ktober 1995 

siehe Seite 3, Zeile 20 - Seite 7, Zeile 
21 

siehe Seite 29, Zeile 11 - Seite 22, Zeile 
33 

siehe Seite 46, Zeile 11 - Seite 48, Zeile 
12 

siehe Beispiele 


1-3.7,8 


E 


WO 96 15245 A (ARCH DEV CORP ; LEIDEN 
JEFFREY M (US); BARR ELIAV (US)) 23.Hai 
1996 

siehe Seite 8, Zeile 18 - Seite 9, Zeile 
22 

siehe Beispiele 5,6 


1,2 


T 


NATURE, (1995 JUN 8) 375 (6531) 503-6, 

XP082e08796 

LUKAS, J. ET AL. : 

"Retinoblastoma-protein-dependent 

cell -cycle inhibition by the tumour 

suppressor plG." 

siehe das ganze Dokunent 


1,2 


X 


EMBO JOURNAL, (1995 FEB 1) 14 (3) 503-11., 
XPe02098797 

PARRY, D. ET AL.: "Lack of cyclin D-Cdk 
conplexes in Rb -negative cells correlates 
with high levels of pl6INK4 / MTSl tumour 
suppressor gene product." 
siehe das ganze Dokument 


1,2.7,8 


X 


CANCER RESEARCH, (1995 FEB 1) 55 (3) 
585-9., XP092e08798 
SHAPIRO, G. ET AL.: 'Reciprocal Rb 
inactivation and pl6INK4 expression in 
primary lung cancers and cell lines." 

ciphp Hac fiAnTP nnlriimori'f 

-/- 


1.2.7.8 
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Inten nales Aktenzeichcn 

PCT/DE 96/00351 



C(Fortseteung) ALS WESENTUCH ANGE5EHENE UNTERLAGEN 



Kategohc* Bezdchnung der Vcroffenilicbung* sowdt crforderlicfa unter Angabe der in Bctracht konunendcn Teile 



Bctr. Anspruch Nr. 



INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY, 

Bd. 3, Nr. 5, November 1993, 

Seiten 781-788. XP08O576129 

BACCHETTI, S. & GRAHAM, F.: "Inhibition 

of cell proliferation by an adenovirus 

vector expressing human wild type p53 

protein" 

in der Anmeldung erwahnt 



WO 93 20691 A (TYKOCINSKI MARK L 
JOSEPH (US)) ZS.Oktober 1993 



;ILAN 



MOLECULAR CARCINOGENESIS 16 (1). 1996. 
53-69, XPeO0576136 

SPILLARE, E. ET AL.: "Suppression of 
growth in vitro and tumorigenicity in vivo 
of human carcinoma cell lines by 
transfected pl6-INK4." 
siehe das ganze Dokument 
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V -nationales Akunzetchen 

PCT/DE96/ 00351 



FcU 1 Bemerkungen zm den Ansprucfacn, die sich ais nicht recbcrchicrbar crwicscn haben (Fortsctzung von Punkt 1 auf Blatt I) 
GemaB Ariikel n(2)a) wurdc aiis folgenden Griinden far bcslinuntc Anspruche kein Rccherchenbericht erstelit: 

1. I Anspruche Nr. . . «. »^ - 

— weil Sic sich auf Gegensiandt bcriehcn, lu deren Recherche die Behdrde mcht verpffehtet ist, namlich 



2. I I AnsprCche Nr. 

vreil sie sich auf Teile der intemaiionalen Anmeldung beziehen« die den vorgcschricbenen Anforderungen so wenig entsprechcn, 

dafi einc sinnvoUe intcmationate Recherche nicht durchgcfuhrt werden kann, namtich 



I Anspruche Nr. 

weil es adi dabei um abhingigc Ansprache handelt, die nidit entsprechend Satt 2 und 3 der Rcgel 6A a) abgefaBt sind. 



Feld 11 Bemerkungen bei mangelnder CinheitUchkeit der Erfindung (Fortsetzung von PimkI 2 auf Blatt 1) 

Die internationaie Recherchenbeh&rde hat festgesteUc, dafi diese intemationaJe Anmetdung ntehrere Erfindungen enthalu 

- 4 Erflndungen 



^ Siehe weitere Angaben PCT/ISA/210 - 



1. rn Da der Anmelder a«c erforderiic^ zusatzttchen Redterchengebahren rechtzeitig entrichtet hat, erstredct sich dicser 
— intcrnadonale Rechercfaenbericht auf aSe recherchierbaren AnsprOche der intcmaiionaJen AnmeWung. 

2, I J Da fur alfe recherctnerbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durdigefiihrt werden konnte, der cine 
zusatzlichc Recherchengebuhr gerechlfertigt hatte, hat «fie Internaaonate Recherchenb^rde nicht zur Zahlung etncr solchen 

GebOhr ^gefbrcferL 



I I Da der Anmckfer nur einige der erforderlichen zusatzltchen Recherchengebuhren rechtzdt^ entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
— internationaie Rechercfaenbericht nur auf die Anspruche der inioTiationalen Anmeidung. Rlr die CebOhren eniridittt worden 
sbid, namiich auf die AnsprOche Nr. 



4- I XJ Der Anznefaler hat cfie erforderlidten zusatzlichen RechercfaengebOhren nicht rechtzeiiig entrifiitet Der tntemaUonaie Recher- 
— chenberichl bescfarankt sicfa daher auf die in den AnsprQdten zuerst erwShnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspnkhen cr- 
fafit: 

2,3.8,19 (vollstandig) und 1,7,18 (teilweise) 



Bemerkungen hiostcbtiicfa csoes WtdcfspmtlB [ [ Die zusatzlichen Cebuhren wurden vom Arunelder unter Wtdersprucfa gezahlL 

j I Die Tahimig zusatzficheT Gebubren erfotgte ohne Widerspruch. 



Forroblan PCT/ISA/210 <Fonsetzung von Blatt 1 (l))(Jufi 1992) 



INTERNATIONfALER RECHERCHENBERICHT 



fntcrnationafes Aleten2eichenPCT/DE?6/ 00351 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 



1. Anspruche 2-3,8,19 (vollstandlg) und 1,7,18 (teilweise): 

Mittel zur Therapie von Turooren und anderen Hyperp1as1en> dass 
ein mit Rb-kooperierendes Tumorsuppressorgen enthalt 

2. Anspruche 4,11-13 (vollstandig) und 1,6,9-10,18 (teilweise):" 

Mittel zur Therapie von Jumoren und anderen Hyperplasien, dass 
eine Ant 1 sense- oder Ribozym-Sequenz gegen antagonistische 
Kinasen enthalt 

3. Anspruche 5,14-17 (vollstandlg) und 1,6,9-10,18 (teilweise): 

Mittel zur Therapie von Turaoren und anderen Hyperplasien, dass 
eine Anti sense- oder Ribozym-Sequenz gegen anagonistische 
CycHne enthalt 

4. Anspruche 1,7,18 (alle teilweise): 

Mittel zur Therapie von Tumoren und anderen Hyperplasien, dass 
eine Rb Phosphorylierungs-heimnende Substanz (sowelt nicht zur 
einer anderen der Erfingungsgruppen 1 bis 3 gehorend) enthalt. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angabcn zu VerofTcntlichut^^ die zur sclbcn Patentfaimlie gchorcn 



[nten naJes Aktcnzdchen 

PCT/DE 96/00351 



Im Recherchenbertcht 
angefUhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffcntlichung 



Miigbed(er) der 
Patentfamilie 



Datum dcr 
VerofTcntlichung 



WO-A-9603875 


15-02-95 


AU-B- 


3071995 


04-03-96 


WO-A-9528483 


26-10-95 


AU-B- 


2384595 


10-11-95 


WD-A-9615245 


23-05-96 


AU-B- 


4502096 


06-06-96 


WO-A-9320691 


28-10-93 


AU-B- 
EP-A- 
JP-T- 


4106393 
0637201 
7506002 


18-11-93 
08-02-95 
06-07-95 



FomiMm PCT/BA/llO (Aftfeans PkteiitftakiB«)Uofi 1999) 



